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論 文 内 容 の 要 旨 
【目的】Damage-induced neuronal endopeptidase（DINE）は当研究室で同定された膜一回貫通型メ
タロプロテアーゼである。DINE はその発現プロフィールから神経の発生や再生に関与していると予
想されるが、基質を含めてその機能の詳細は分かっていない。本研究では、DINE ノックアウトマウ
ス（KO マウス）を解析することにより、DINE の機能解明を試みた。 
【方法】組織学的異常を検出するため、胎生期の KO マウスの組織切片を作製し、HE 染色を行った。
運動神経の細胞数をカウントするため、組織切片を作成し、運動ニューロンのマーカーである
Choline acetyltransferase（ChAT）の免疫染色を行った。神経分布の異常を検出するため、胎生期
の個体または骨格筋を用いて Neurofilament のホールマウント免疫染色を行った。 
【結果】KO マウスは生直後死に至った。HE 染色による組織学的検討の結果、KO マウスの肺は拡張し
ておらず、また横隔膜に萎縮が認められた。胎生 12.5 日齢の横隔膜を取り出し、ホールマウント免
疫染色により神経の分布を調べたところ、KO マウスは筋内での神経分岐が非常に乏しく、神経筋接
合部の形成が適切に行われていないことが明らかとなった。また、同様の解析の結果、横隔膜以外の
骨格筋でも同様に神経筋接合部の形成に異常が認められた。一方、脊髄運動神経の細胞数や神経の投
射については野生型マウスと KO マウス間に有意な差がみられなかった。 
【結論】KO マウスは運動神経の最終的な分岐が適切に行われないため、筋神経終板が十分形成でき
ないことが明らかになった。このため横隔膜は萎縮し、生直後に呼吸困難により死に至ると考えられ
る。本研究の結果、DINE は神経筋接合部のプレ側の形成に必要な分子であることが判明した。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
本申請論文では、Damage-induced neuronal endopeptidase（DINE）という膜一回貫通型メタロプ
ロテアーゼの遺伝子ノックアウトマウス（KO）を作成し、その表現型を解析している。DINE はそ
の発現プロフィールから神経の発生過程や再生過程に重要な役割を果たしていると予想されるが、基
質を含めてその機能は全く分かっていなかった。作成された DINE KO マウスは生直後に死に至っ
た。本論文では、KO マウスの死に至る原因を組織学的に解明することをめざし、胎生期 KO マウス
の各種組織標本を作製し解析した。その結果、まず KO マウスの肺は拡張していないことが判明し
た。さらに、野生型マウスと比較して、KO マウスの横隔膜には若干の萎縮が認められた。これらの
結果から、KO マウスは横隔膜の萎縮により呼吸できず、死に至った可能性を申請者は考えた。DINE
は神経細胞に特異的に発現する分子であり、胎生期の運動ニューロンに顕著に発現している。したが
って、申請者は肺や横隔膜の異常は二次的なものであると判断し、運動ニューロン等の神経系おいて
発達段階に何らかの異常があるのではと予想した。そこで、神経の異常を検出するため、胎生期の
KO の個体または組織を用いて Neurofilament のホールマウント免疫染色を行った。胎生 10.5 日齢
の胎仔では、野生型マウスと KO マウス間に神経分布の明らかな違いは認められなかった。しかし、
胎生 12.5 日齢の胎仔から横隔膜を取り出し、筋内の運動神経の分布を調べたところ、KO マウスの
運動神経は筋内での神経分岐が非常に乏しいことが明らかとなった。この表現型は運動神経の発達が
進んだ胎生 15.5 日齢ではさらに明瞭に観察され、KO マウスの横隔膜では神経筋接合部の形成がほ
とんど認められなかった。また、横隔膜のみでなく、他の骨格筋でも同様に神経筋接合部の形成に異
常が認められた。運動神経細胞の減少の可能性を検討するため、胎生期脊髄の組織切片を作製し、運
動ニューロンのマーカーである Choline acetyltransferase の免疫染色を行ったが、運動神経細胞数
については野生型マウスと KO マウス間で有意な差がみられなかった。以上の結果から、DINE は神
経筋接合部の形成において極めて重要な働きをしていると申請者は結論づけた。 
 本研究は、未だ機能の良くわかっていない DINE の KO マウスを解析することにより、DINE の
機能を個体レベルで初めて明らかにしたものであり、本研究の結果は、神経発生、特に神経筋接合部
の形成機構についての新たな知見を提供したものと考えられる。よって、本研究は博士（医学）の学
位を授与されるに値するものと判定された。 
